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摘要 : 用 转基因 和 RNA FH (RNAI) 法 建立 5 组 不 同 成 纤维 细胞 生长 因子 -2 (fibroblast growth factor -2， 
FGF2) 表达 量 的 猕猴 耳 部 皮肤 成 纤维 细胞 (MESF) 系 : 过 表达 FGF2 组 (f1)， 过 表达 的 阴性 对 照 组 (£2), FGF2 
RNA 干扰 组 (£3), RNA 干扰 的 阴性 对 照 组 (人 和》 和 未 作 任 何 处 理 的 对 照 组 (全)。5 组 MESF 的 FGF2 表达 量 相 
对 值 为 fl: f2: f3: f4: 全 二 4 :2 ;1 :2:2; c-fos, TGF-B1, INHBA, Gremlin! 在 fl 中 表达 量 上 升 ， 在 RB 中 表 
达 量 下 降 ; BMP4, TGF-B2 在 fl 中 表达 量 下 降 , Æ RB 中 表达 量 上 升 ; 表明 内 源 FGF2 能 够 作用 于 MESF 的 TGF-B 
言 写 通路 ， 引 起 相关 基因 表达 量 的 变化 。 用 这 些 细胞 作为 饲养 层 长 期 培养 〈10 代 ) 独 猴 胚胎 干细胞 (RhESC)， 
结果 在 fl 上 培养 的 RhESC 增殖 速度 都 比 对 照 组 快 ， 并 且 c-fos, TGF-B1, INHBA, Gremlinl, Oct-4, Nanog, Sox2 
表达 量 均 上 升 ，BMP4 表达 下 调 ; Æ B 上 培养 的 RhESC 增殖 较 慢 ，BMP4 表达 上 调 ，c-fos，TGF-B1，INHBA， 
Gremlinl, Oct-4, Nanog, Sox2 表达 下 调 。5 组 MESF 上 培养 的 RhESC 形成 的 EB 均 表 达 各 胚层 早期 标记 基因 
(marker), WHH RhESC 的 多 能 性 没有 受到 影响 ， 但 表达 量 有 差异 ，fl 上 RhESC 形成 的 EB 所 有 marker 都 低 表 达 。 
结果 表明 饲养 层 的 FGF2 含量 不 仅 影 响 目 身 相 关 基 因 的 表达 ， 还 对 RhESC 的 自我 更 新 有 一 定 的 作用 。 
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Abstract: Transgene and RNAi were used to establish five different FGF2-expressing monkey ear skin fibroblast 
(MESF) cell lines, the FGF2 over-expressed line (f1), the negative control of fl (f2), RNA interfered line (f3), the 
negative control of f3 (f4) and the non-treated control (f5). The expression ratio of FGF2 in these lines was f1: f2: f3: f4: 
f5=4 :2:1:2 : 2. The results indicated that c-fos, TGF-B1, INHBA, Gremlinl were upregulated in fl but 
downregulated in f3, while BMP4, TGF-B2 were downregulated in fl but upregulated in f3, which implied that 
endogenous FGF2 affected the TGF-B signaling pathway and the expression level of related genes changed in MESFs. 
Further analysis of rhesus monkey embryonic stem cells (RhESCs) supported by these MESFs showed that RhESCs on fl 
grew more quickly than those in other groups, in which the expression level of c-fos, TGF-B1, INHBA, Gremlinl, 
OCT-4, Nanog and Sox2 was higher, while that of BMP4 was lower; in contrast, RhESCs on f3 grew more slowly than in 
other groups, in which the expression level of c-fos, TGF-B1, INHBA, Gremlinl, OCT-4, Nanog and Sox2 declined, 
while that of BMP4 and TGF-B2 increased. EBs from these RhESCs expressed early markers representing all germ layers, 
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but the expression levels of markers in RhESCs on f1 were lower than in other groups. These findings demonstrated that 


different FGF2 expression in feeder layers can not only influence expression of relative genes in MESFs, but also affect 


proliferation and self-renewal of ESCs. 
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目 我 更 新 和 多 能 性 是 胚胎 干细胞 (embryonic 
stem cells, ESC) 的 重要 特征 。 维 持 ESC 自我 更 狐 
能 力 的 关键 在 于 抑制 增殖 过 程 中 的 细胞 分 化 

(Burdon et al, 2002)。 目 前 ， 在 体外 长 期 培养 ESC 
都 需要 饲养 层 或 条 件 培养 基 和 胞 外 基质 CReubinoff 
et al, 2000; Suemori et al, 2001; Xu et al, 2001; Wang 
et al, 2007) 以 维持 其 未 分 化 状态 。ESC 的 分 化 受到 
内 源 信号 及 外 部 微 环境 的 共同 调控 (Odorico et al, 
2001; Bendall et al, 2007)。 本 实验 室 前 期 的 研究 发 
现 , 不 同 的 猕猴 饲养 层 对 猕猴 ESC 生长 和 维持 目 我 
更 新 的 能 力 不 尽 相同 ， 并 可 能 与 饲养 层 中 成 纤维 细 
胞 生长 因子 -2 (fibroblast growth factor-2, FGF2) 
的 表达 量 有 关 (Li et al, 2005a). 

有 报道 表明 FGF2 对 维持 人 ESC 的 多 潜能 是 必 

需 的 ， 遍 浓度 的 FGF2 能 够 维持 ESC 的 目 我 更 新 

(Wang et al, 2005a; Wang et al, 2005b; Xu et al, 
2005a; Xu et al, 2005b). A ESC 的 培养 目前 已 经 
出 现 无 血清 无 饲养 层 体系 , 并 且 能 保持 人 ESC 的 长 
期 自我 更 新 (Li et al, 2005b)。 在 这 种 体系 中 ,添加 
FGF2 可 以 促进 人 ESC 增殖 ， 撤 去 FGF2 就 会 寻 致 
ESC Æ 2 周 内 分 化 (Amit et al, 2000). Vallier et al 

(2005) 也 证 明 FGF2 和 转化 生长 因子 B 

(transforming growth factor beta, TGFB ) 家 族 成 员 协 
同 作 用 而 维持 人 ESC 的 长 期 自我 更 新 。Jirmanova et 
al (1999) 研究 表明 FGF2 与 其 受 体 结合 受 细胞 表 
面 的 蛋白 多 糖 O-linked Lewis X 调节 , 抑制 O-linked 
Lewis X 的 合成 会 减弱 小 鼠 ESC 的 增殖 及 FGF2 对 
ESC 的 促 有 丝 分 裂 作 用 ， 添 加 O-linked Lewis X 可 
以 加 强 FGF2 对 ESC 的 促 有 丝 分 裂 作 用 。 这 些 研 究 
表明 FGF2 在 ESC 多 潜能 性 维持 方面 发 挥 看 重要 作 
用 。 

本 研究 中 建立 了 不 同 FGF2 表达 量 的 MESF 细 
胞 系 ， 并 将 这 些 细胞 系 作 为 饲养 层 坑 养 狂 猴 ESC, 
通过 比较 其 对 ESC 生长 、 目 我 更 新 及 分 化 潜能 的 影 
响 , 探讨 FGF2 在 饲养 层 和 ESC 生长 中 所 起 的 作用 。 


1 材料 与 方法 
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成 纤维 细胞 培养 液 C FCM) 为 Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium(DMEM) (Gibco), “ 10% 
新 生 牛 血清 CHyclone) 和 0.0627 g/L FAAM 0.1 g/L 
HERA (Sigma). 

胚胎 干细胞 培养 基 CECM): 90%DMEM, 2 
mmol/L WAA (Sigma), 0.1 mmol/L B- 球 基 乙 
We, LAE HFA SEM CInvitrogen), 10% IRE ÉL 

(defined fetal bovine serum, dFBS; Hyclone), 
0.0627 g/L 青霉素 和 0.1 g/L HERE -o 
ESC 的 分 化 液 (DCM): 85% DMEM/F12 
(1:1) (Gibco), 15%dFBS, 1 mmol/L 谷 氨 酰胺 ， 
0.1 mmol/L B-3i2E GME, 1% JE MARR. 
1.2 ”细胞 来 源 及 培养 

MESF WA 1 Jab AY RHR LE EB ZR, Æ 
FCM FÈR. AZZ Rae C 处 理 使 其 失去 分 裂 ; 
性 ， 制 备 成 饲养 层 。 

R366.4 XK ESC (RhESC) 在 MESF 饲养 层 上 
H ECM 培养 。 当 RhESC 集落 生长 到 最 大 且 无 明显 
分 化 特征 时 ， 用 10mg/mL dispase (Gibco tk. W 
集 RhESC， 然 后 接种 至 新 的 饲养 层 上 。 

1.3 FARRAR AZ AK 

将 10mg/mL dispase 消化 、 收 集 的 RhESC 悬浮 
F DCM 中 ， 并 以 30nL/ 滴 《60 个 细胞 /nL) HTE 
滴 培 养 以 形成 拟 胚 体 (embryoid body，EB)。1 天 
后 ， 将 ESCs 转 入 铺 有 琢 脂 糖 〈Sigma) 的 洁净 的 细 
菌 培养 下 上 继续 悬浮 培养 。 再 过 3 天 ， 收 集 EB 提 
取 RNA。 

1.4 shRNA 表达 载体 和 FGF2 表达 载体 的 构建 
根据 猕猴 FGF2 很 日 编码 序列 ， 利 用 Ambion 
公司 的 在 线 软 件 siRNA Target Finder (http: //www. 
ambion. com/techlib/misc/siRNA finder. html) 设计 
出 能 够 干扰 FGF2 的 shRNA 序列 。 该 软件 通过 寻找 
mRNA 序列 中 的 GG SUZ A RDA AE FP iit GC 含量 
Æ 30% —50% Z TAI AY 19 个 核 背 酸 来 选择 目标 序列 。 
在 GenBank 中 编号 为 XM_001099284.1 的 序列 第 
4538—4558 个 碱 基 位 点 5' -AAG GAT TCT GGA 
GTA TA C TTA-3' 这 21 个 核 苷 酸 被 认为 是 有 最 大 
FPR PI. FPR 5' -GAT CCG GAT 
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TCT GGA GTA TAC TTA TTT GTG TAG TAA GTA 
TAC TCC AGA ATC CTT TTT TGG AAA-3' 和 它 
的 互补 序列 退火 形成 带 BamHI 和 Hindi 两 个 粘性 
AR vig FY UE DNA， 并 与 经 由 BamHI 和 Hindlll 
( Fermentas ) 双 酶 切 的 pSilencer 2.1-U6 neo 

vector( 获 赠 于 武汉 大 学 生命 科学 院 打 应 教授 ) 用 T4 
DNA 连接 酶 (Fermentas) 连接 ，4C 过 夜 。 访 载体 
含有 人 的 U6 RNA 聚合 酶 司 动 子 。 构 建 的 产物 命名 
为 pSilencer-sh FGF2。 测 序 结果 表明 该 构建 出 的 载 
体 中 插入 户 段 序列 及 方 癌 都 是 正确 的 。 这 上 段 序列 会 
被 转录 成 为 短发 夹 状 RNA (shRNA)。 阴 性 对 照 的 
载体 pSilener-Negative 中 的 序列 是 由 Ambion 公司 
提供 的 5' -GAC TAC CGT TGT TAT AGG TGT-3 ' 
这 21 个 核 苷 酸 的 无 义 序 列 。 

构建 猕猴 18kDa FGF2 基因 表达 载体 的 目的 片 
段 FGF2 cDNA 是 由 R366.4 猕猴 胚胎 干细胞 中 提取 
的 mRNA 经 RT-PCR 得 到 ， 所 用 的 引物 为 : 正义 链 
5' -CGG AAT TCA TGG CAG CCG GGA GCA TC- 
3 ; SHES’ -CCG CTC GAG TCA GCT CTT 
AGC AGA CAT-3’ . PCR 的 产物 经 EcoRI 和 Xhol 
双 酶 切 后 插入 pcDNA3.1(+)〔 获 赠 于 昆明 动物 研究 
所 郑 永 唐 研 究 员 ) 载体 中 ， 命 名 为 pcDNA3.1(+)- 
FGF2。 测 序 确认 载体 构建 成 功 。 
15 ”不同 FGF2 表达 量 的 MESF 饲养 层 的 建立 

将 1.4 中 的 各 质粒 分 别 转 入 MSEF 细胞 中 ， 并 
用 药物 和 划 选 得 到 稳定 的 细胞 系 。 转 染 前 24h， 细 胞 
铺 于 六 孔 板 中 生长 。 细 胞 被 分 为 4 组 : 转 入 质粒 
peDNA3.1(+)-FGF2 的 为 过 表达 组 C1), ATR 
体 pcDNA3.1(+) 的 为 过 表达 的 阴性 对 照 组 (人 2)， 转 
入 质粒 pSilencer-shFGF2 的 为 干扰 组 C3), HATH 
i, pSilencer-negative 的 为 干扰 的 阴性 对 照 组 (人 4)。 
使 用 转 染 试剂 siPORT XP-1 (Ambion)， 按 照 该 试 
剂 的 使 用 说 明 进 行 转 染 。5h 后 ， 更 换 新 鲜 的 FCM. 
FAG 48h， 在 塔 养 基 中 加 入 浓度 为 500 pg/mL 的 
G418 进行 药物 筛选 。20d 后 , 得 到 稳定 的 猕猴 成 纤 
维 细胞 系 。 除 上 述 4 组 MESF 细胞 系 外 ， 将 未 转 染 
的 MESF 记 为 第 5 组 (f5). 
1.6” 逆 转录- 聚合 酶 链 式 反应 (RT-PCR) 

MESF (经 丝 裂 霉 素 C 处 理 ) 和 ESC 中 总 RNA 
用 TRIzol RNA 提取 试剂 盒 〈Invitrogen) 按照 厂商 
提供 的 使 用 说 明 提 取 。 由 Reverse Transcriptase XL 
(AMV) (TaKaRa Biotechnology) 对 lug 的 总 RNA wi 
转录 成 cDNA。 使 用 TaKaRa Taq'™ (TaKaRa) itty 





























PCR 扩 增 ， 并 对 扩 增 产物 进行 半 定 量 分 机。 基因 特 
异 的 引物 设计 参考 公布 的 序列 。 引 物 序 列 ， 反 应 条 
件 和 产物 片段 大 小 见 表 1。PCR 产物 用 1.5% 球 脂 糖 
EE (Sigma) Eyk, WA CEA WES TK AA o 
1.7 基因 组 DNA 的 提取 

用 DNeasy® Tissue kit (Qiagen) 按 厂家 提供 
的 操作 步骤 提取 5 组 MESF 细胞 ( 丝 裂 霉 素 C 处 理 
过 ) 的 基因 组 DNA. 为 检测 转 染 的 质粒 是 否 整合 到 
细胞 基因 组 中 ， 将 提取 的 DNA 每 组 取 lug 用 于 
PCR。 检 测 用 的 引物 见 表 2。 

18 ”实时 定量 PCR (real-time quantitative PCR) 

HH MJ Research DNA Engine Opticon’ 
Continuous Fluorescence Detection System (MJ 
Research Inc, Walthan, MA) 进 行 实 时 定量 PCR. H 
相应 的 软件 对 目的 基因 的 cDNA 进行 定量 。FGF2 
转录 物 的 量 经 GAPDH 转录 物 水 平 标准 化 ， 所 用 的 
GAPDH 引物 为 : 正义 链 5' -ACTTCAACAGCGA- 
CACCCACTC-3' ; Je Xi 5' -CCCTGTTGCTGT- 
AGCCAAATTC-3' ， 扩 增 条 带 117 bp. FGF2 J I% 
产物 为 138bp， 引 物 : 正义 链 $'′ -ACT TCA ACA 
GCG ACA CCC ACTC-3' ; 有 反 义 链 5' -CCC TGT 
TGC TGT AGC CAA ATTC-3' 。 反 应 体系 为 : 14L 
总 cDNA 溶液 ，2 pL 引物 对 (10 umol/L), M 7uL 
ddH20， 加 入 到 10pL iQ™ SYBR® Green Supermix 
(from iQ™ SYBR® Green Supermix Kit; Bio-Rad, 
USA) 中 。 一 份 未 经 人 逆转 录 有 的 RNA 样品 也 按 上 述 体 
系 进 行 real-time PCR， 作 为 阴性 对 照 。 

1.9 Western 印迹 法 (Western blot) 

六 筷 板 上 的 细胞 用 冰冷 的 PBS 洗 2 裔 ， 用 0.25% 
冰冷 的 trypsin Cin 0.04% EDTA; Gibco) 消化 ， 然 
后 4C 1 000xg 离 心 5min， 收 集 沉 淀 ， 再 用 冰冷 的 
PBS 洗 2 这。 在 洗 好 的 细胞 沉淀 中 加 入 200 phL 改 民 
RIPA 绥 冲 液 (7.9mg/mL Tris base, 9mg/mL NaCl, 
pH7.4, 1% NP-40, 0.25% Na-deoxycholate, 1 mmol/L 
EDTA, luL/ml aprotinin, 1 uL/mL leupeptin, 1 
uL/mL pepstatin; 5uL/mL PMSF, 5uL/mL Na3VO,, 
SuL/mL NaF)， 置 于 冰 上 30min， 并 不 时 搅拌 ， 使 
细胞 充分 裂解 。4'C 12000g 离 心 8min, 收集 上 清 于 
新 的 1.5mL EP 管 中 。-20'C 保 存 备 用 ， 并 取 5k4L 用 于 
梨 日 质 定量 分 析 。 将 提取 的 重 晶 样品 用 SDS 一 聚 内 
烯 酰胺 凝 胶 电泳 (PAGE )， 再 用 半 王 法 转 膜 至 
Immobilon'™-P Transfer Membrane (Millipor Corp, 
USA)。 转 后 的 膜 在 封闭 液 (TBS，0.05% Tween-20 
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基因 


Genes 


GAPDH 


Nanog 


SOX2 


OCT-4 


FGF2 


c-fos 


TGFBI 


BMP4 


TGFB2 


Tubb3 


Brachyury 


Goosecoid 


Sox7 


CDX2 


Nestin 


Sox 1 


CERI 


INHBA 


Grem] 


5! 


5! 
5! 


5! 
5! 


表 1 用 到 的 引物 序列 


Tab.1 List of sequences of primers 


引物 序列 Primer sequences 
-TGAAGGTCGGAGTCAACGGA-3 ' 
-TGGTGCAGGAGGCATTGCTG-3 
-TTCAAGACAGCCCTGATTCTTC-3 ' 
-GCATCTGCTGGAGGCTGAGG-3 ' 


-AGCATGATGCAGGAGCAG-3 ' 
-GGAGTGGGAGGAAGAGGT-3 ' 


-GACAACAATGAGAACCTTCA-3’ 
-CACATCCTTCTCTAGCCCAA-3' 


-GCTAACCGTTACCTTGCTAT-3' 
-CCAGTTCGTTTCAGTGCC-3 ' 


-AAAGGAGAATCCGAAGGGAA-3' 
-AACAGGAAGTCATCAAAGGG-3' 


-GCTTTCGCCTTAGCGCCCACT-3 ' 
-GCGGTGCCGGGAGCTTTGCA-3 ' 


-TCCTGGTAACCGAATGCTGA-3 ' 
-AAGTGTCGCCTCGAAGTCCC-3 ' 


-TGCTAATGTTATTGCCCTCCTA-3 ' 
-TTGTACCCTTTGGGTTCGTG-3 ' 


-GTGCCTCAGGCCATTCTGGT-3 ' 
-CATGATGCGGTCGGGATACTC-3 ' 


-TCCTTCCTGCTGGACTTCGTG-3 ' 
-CTCCGTTGAGCTTGTTGGTGAG-3' 


-CGCACCAGATGCTGCCCTACA-3' 
-GCGGTTCTTAAACCAGACCTCCAC-3' 


-CCTCCTGAGCACCCTGGCTT-3' 
-AGTACGTGGCCGTGGCATCA-3 ' 


-GAAAACCAGGACGAAAGACAAATA-3 
-CTTTGCTCTGCGGTTCTGAA-3' 


-AGCAGCTGCAGGCTGAGCGCG-3' 
-GGGATGGGGGTGCTGGCCAAGGT-3' 


-ATGTACAGCATGATGATGGAGACCGA-3 ' 
-GCCAGCGAGTACTTGTCCTTCTTGAG-3' 


-GGCAGAGAGAGAAGATGCTGTCCAG-3 ' 
-ATTTCCCAAAGCAAAGGTTGTTCTG-3' 


-GGGGAGAACGGGTATGTGGA-3' 
-AGGCGGATGGTGACTTTGGT-3' 


-GACAAGGCTCAGCACAATGA-3' 
-GAAGGAGCAGGACTGAAAGGA-3 ' 


退火 温度 
Annealing 
temp (C) 


56 


54 


56 


54 


48 


406 


185 


178 


181 


315 


199 


239 


229 


178 


496 


416 


348 


239 


321 


产物 大 小 


Products 
(bp) 


446 


198 


270 


185 


158 


55 


60 


56 


53 


59 


58 


60 


58 


55 


61 


62 


57 


56 


57 


序列 来 源 或 参考 文献 


Accession No. or reference 


Wang, 2007 


AY230262.1 
AY278951.1 
AB275459.1 

NM 011443.3 
XM 001106891.1 
NM 003106.2 
NM 013633.2 
AB243404.1 

NM 002701.4 
AF251270.1 
AY820133.1 

NM 010234.2 
NM 005252.2 
NM 001098399.1 
NM 000660.3 
XM_001118338.1 
NM 007554.2 
NM 130851.2 
XM 001084317.1 
XM 001103911.1 
NM 009367.e3 
NM 003238.1 
XR 011702.1 

NM 006086.2 
NM 023279.2 
NM 009309.2 
XM 001101514.1 
NM 003181.2 
XM 001100695.1 
X99239.1 

NM 173849.2 
XM 001088867.1 
NM 011446.1 
NM 031439.2 
NM 007673.3 
NM 001265.2 
XM 001096874.1 
NM 006617.1 
XM 001116693.1 
NM 016701.3 
NM 005986.2 
NM 204333.1 
NM 009233.3 
NM 005454.2 
XM 001110846.1 
NM 009887.2 
NM 002192.2 
NM 008380.1 
XM 001098421.1 
NM 011824.3 
NM 013372.5 
NM 001032848.1 
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表 2 载体 的 测序 引物 


Tab.2 List of sequencing primers of vectors 


引物 Primer 序列 Sequences 
M13-F GTTTTCCCAGTCACGAC 
M13-R GAGTTAGCTCACTCATTAGGC 
pcDNA3. I(4)-F | TAATACGACTCACTATAGGG 
pcDNA3. 1(+)-R  TAGAAGGCACAGTCGAGG 


Annealing temperature(‘C ) 


退火 温度 产物 大 小 


Products(base pairs) 


50 560* 


177** 
51 
618*** 


* 理 论 上 应 检测 到 psilencer-shFGF2 和 psilencer-negative 载体 的 目的 片段 大 小 (the length of both psilencer-shFGF2 and 
psilencer-negative vectors target fragments should be detected, theoretically); ** 理 论 上 应 检测 到 pcDNA3. 1(+) 载体 的 目的 
片段 大 小 (the length of pcDNA3. 1(+) vector target fragment should be detected, theoretically); *** 理 论 上 应 检测 到 pcDNA3. 
1(+)-FGF2 载体 的 日 的 片段 大 小 (the length of pcDNA3. 1(+)-FGF2 vector target fragment should be detected, theoretically )。 


和 5% 脱 脂 奶 粉 ) 中 浸泡 2h， 然 后 用 一 抗 4C 孵 育 过 
夜 。 用 辣 根 过 氧化 物 酶 连 二 抗 和 底 物 Supersignal” 
West Pico Chemiluminescent Substrate (PIERCE 
Corp, USA) 检 测 , 并 于 暗室 的 片 曝 光 。 一 抗 GAPDH 
COLA RDO 购 日 上海 康成 生物 公司 ,， FGF2 Cit 
抗 人 单 ) 购 自 Calbiochem，OCT4 (Oct-3/4(N-19), 
ŽAL) IH Santa Cruz Biotechnology Inc, 
AKT 及 其 磷酸 化 的 AKT 〈 免 单 抗 鼠 抗 ) 、 抗 免 的 二 
抗 均 购 目 Cell Signaling Technology Inc. i= AFT bt 
的 二 抗 购 目 Pierce 公 司 。 
1.10 ”免疫 组 化 染色 

培养 的 RhESC 集落 ， 先 用 4% 多 聚 甲醛 固定 
10min， 在 含 0.2%Triton X-100 的 PBS 中 透 膜 处 理 
10min， 然 后 用 10% 羊 血清 封闭 40min 后 ， 一 抗 于 
37C 作 用 1h 或 在 4C 过 夜 。 去 挥 一 抗 后 ， 细 胞 用 
PBS 冲洗 3 X, A i 加 入 用 flurrescein 
isothiocyanate(FITC) 或 phycoerythin(PE) 标 记 的 对 应 
的 二 抗 于 37C 作 用 30min。 采 用 不 添加 一 抗 ， 而 仅 
添加 二 抗 的 细胞 作为 阴性 对 照 组 ， 检 测 二 抗 的 非特 
卉 性 结合 能 力 。 细 胞 核 用 DAPI 染色 。 人 免疫 标记 过 
的 细胞 通过 共聚 焦 显 微 镜 (Zeiss, LSM 510 META) 
进行 检测 。 OCT4 和 SALLA 的 一 抗 为 羊 抗 人 的 多 克 
条 抗体 ， 二 抗 为 驴 抗 羊 IgG-FITC (绿色 )、IgG-TR 
CIE), WH Santa Cruz Biotechnology Inc. 
1.11 统计 分 析 

统计 数据 以 平均 值 + 标 准 误 (SEM) 表示 。 采 
用 SPSS 13.0 软件 进行 LSD 分 析 。P<0.05 限定 为 差 
FEE MF o 
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2.1 各 组 MESF 饲养 层 基 因 的 表达 

各 组 MESF 细胞 形态 无 明显 差异 〈 网 1A)， 其 
中 FGF2 mRNA 表达 情况 见 图 1C。FGF2，c-fos， 
TGF-B1，INHBA，CER1，Gremlin1，TGFB1 4 fl 
E EW, Æ B FP yal; BMP4 和 TGFB2 Æ fl 中 下 
Val, Æ £3 PED. X EHA £2, f4 A £5 AY) FGF2 mRNA 
表达 量 无 显著 差异 ; fl 的 FGF2 mRNA 表达 量 比 对 
照 组 高 一 倍 ; f3 的 FGF2 mRNA 表达 量 比 对 照 组 低 
1/2 (图 1E)。 相 应 的 ，FGF2 蛋白 表达 情况 也 是 fl 
最 高 ， 亿 ，f 作 和 人 5 相同 ，f3 最 低 ( 见 图 1B)。 对 各 
HABE AHRR fl, £2, B, f4 均 有 各 目 对 应 
的 质粒 整合 在 基因 组 中 ( 见 图 1D), 表明 不 同 FGF2 
表达 量 的 MESF 饲 弈 层 细胞 系 已 成 功 建立 。 
2.2 RhESC 在 不 同 的 MESKF 饲养 层 上 生长 情况 和 

免疫 组 化 检测 

五 组 MESF 饲养 层 上 长 期 培养 的 RhESC (38 
一 47 代 ， 分 别 记 为 rhl1、rh2、rh3、rh4、rh5) 在 形 
态 上 都 没有 明显 差异 (图 2A)， 表 达 ESC 的 标记 
OCT4 和 NANOG， 说 明 绝 大 部 分 细胞 仍然 保持 未 
分 化 状态 。RhESC 的 细胞 倍增 时 间 (44 一 48 代 ) 
统计 结果 显示 ，rhl 的 生长 速度 明显 比 其 它 各 组 快 
( 见 图 2B), 而 rh3 的 生长 速度 较 3 个 对 照 组 慢 ( 图 
2B )。 
2.3 RhESC 基因 的 表达 
各 组 RhESC 都 表达 胚胎 干细胞 的 标记 : Oct-4， 
Nanog, Sox2 (图 3A, C). Oct-4, Nanog, Sox2 
在 rhl 中 表达 量 最 高 , 而 在 rh3 中 的 表达 量 最 低 ( 图 
3A、C)。FGF2、c-fos、TGF-B1、INHBA、CER1、 
Gremlin1、TGFB1 在 rhl 中 高 表达 ， 在 rh3 中 低 表 









































410 动 物 


形态 学 特征 
Morphological 
character 


Marker fil 2 68 f4 D 


D 


(bp) 
500 一 一 





m 


含量 


FGF2 mRNA 相对 : 
FGF? relative mRNA level (%) 


fl f2 


Grem! 


Wt A 29 卷 











f3 f4 f5 


1 各 组 MESF 饲养 层 的 形态 学 特征 和 基因 表达 
Fig. 1 Morphologic characters and gene expression of different FGF2-expressing MESF cell lines 


A: 各 组 饲养 层 的 形态 学 特征 (morphological characters of feeder layers); 标尺 ，100um (Scale bar, 100um); B: 和 蛋白质 印迹 法 检测 FGF2 
的 表达 情况 ，GAPDH 作为 内 参 (FGF2 expression was detected by immunoblotting. Amount of GAPDH is shown as a loading control); C: 

RT-PCR 检测 FGF2, c-FOS, TGFB1, BMP4, TGFB2, INHBA, GREMI 基因 表达 的 情况 ;， GAPDH EX A (gene expression of FGF2, 
c-FOS, TGFB1, INHBA, GREMI was detected by RT-PCR. Amount of GAPDH is shown as a loading control); D: PCR 检测 基因 组 DNA 中 质 
MRA (plasmid integration in genome of MESFs was detected by PCR); E: real time PCR 检测 FGF2 在 MESF 中 的 表达 情况 (FGF2 

















expression was detected by realtime PCR); 柱 上 不 同学 母 的 标识 ， 表 示 不 同 组 之 间 具 有 显著 性 差异 CP<0.05) [the different words above bars 
indicate significance among different groups (P<0.05)]; 目的 基因 相对 含量 (target gene relative level) (%)= 目 的 基因 净 含 量 (target gene net) 


/GAPDH 46 Œ (GAPDH net) x100%。 


fl: 转 入 质粒 pcDNA3.1(+)-FGF2 HJ MESF (f1: the FGF2 overexpressed line); f2: 转 入 pcDNA3.1(H) 的 MESF， 为 fl 的 阴性 对 照 (f2: the 
negative control of fl); f3: 转 入 psilencer-shFGF2 的 MESF (f3: RNA interfered line); f4: 转 入 psilencer-negative 的 MESF， 为 f3 的 阴性 
Xt HA (FA: the negative control of f3); f5: 未 作 任 何 转 染 的 MESF， 阴 性 对 照 (f5: the non-treated control). 


达 ; BMP4，TGFB2 在 ml 中 低 表 达 ，( 图 3A、C)。 
男 外 ,rhl 的 Akt 人 酸化 水 平 高 于 其 它 4 组 (图 3B)。 
2.4 ”不同 MESF 饲养 层 上 培养 的 RhESC 多 分 化 潜 
能 比较 
五 组 MESF 上 长 期 培养 的 RhESC (10 ft) Æ 
成 的 拟 胚 体 (EBs, TAWN RH1, RH2, RH3, 











RH4, RH5) 在 形态 上 没有 明显 差别 (图 4A)。 检 
测 结果 显示 各 组 EB 均 表 达 各 个 有 凸 层 早 期 特异 性 标 
记 ， 其 表达 量 在 RHI 中 偏 低 (图 4B)。 


3 it it 


饲养 层 为 保持 ES 细胞 的 自我 更 新 提供 了 必需 
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Fig. 2 Morphological characters, immunohistochemistry determination and cell double time of rhesus monkey ESCs 
which were supported in the five groups of different FGF2-expressing feeder layers 


A: Wie ES 细胞 (RhESC) 的 形态 特征 ，Oct-4 和 Sall4 免疫 组 化 检测 [morphological characters, Oct-4 and Sall4 immunohistochemistry 
determination of rhesus monkey ESCs (RhESCs)]. rhl, rh2, rh3, rh4, rh5 SINE fl, f2, f3, f4, f5 上 生长 的 RhESC (Crhl, rh2, rh3, rh4, rh5 
represent RhESCs on f1, f2, f3, f4, f5, respectively); 红色 为 Oct-4 (red, Oct-4)， 绿 色 为 Sall4 (green, Sall4)， 蓝 色 为 DAPI (blue, DAPI); 标 
KR, 100um (scale bar, 100 um). 

B: RhESC 倍增 时 间 (double time of RhESCs): rhl, 22+3.8h; rh2, 48+4.6h; rh3, 54+4.8h; rh4, 4942.6h; rh5，48+4h。 柱 上 不 同 字母 
的 标识 ， 表 示 不 同 组 之 间 具 有 显著 差异 (P<0.05) [the different words above bars indicate significance among different groups (P<0.05)]. 
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图 3 RhESC 基因 表达 情况 
Fig. 3 Gene expression of RhESCs 


A: 蛋白质 印 迹 法 检测 OCT4 和 FGF2 基因 表达 情况 , GAPDH N WZ (determination of OCT-4 and FGF2 expression by immunoblotting with 
OCT-4 and FGF2 antibody. Amount of GAPDH is shown as a loading control); B: ArH JENA ATM Akt WER ACKE, Akt 作为 内 参 (activation 
of Akt were measured by immunoblotting with phospho-specific antibody. The amount of Akt is shown as a loading control.); C: 半 定 量 RT-PCR 
检测 RHESC 中 FGF2, OCT-4, Nanog, Sox2, c-fos, TGF-B1, INHBA, CERI, Gremlinl, BMP4 和 TGFB2 基因 表达 情况 ，GAPDH 作为 
AJB (expression of FGF2, OCT-4, Nanog, Sox2, c-fos, TGF-B1, INHBA, CER1, Gremlinl, BMP4 and TGFB2 were detected by semi-quantitative 
RT-PCR. Amount of GAPDH is shown as a loading control). 
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图 4 各 组 RhESC 均 能 形成 EB， 并 且 表 达 各 胚层 标记 
Fig.4 RhESCs of each group could formulate EBs, and expressed markers of each germ layer 


A: 各 组 EB 的 形态 学 特征 (morphological characters of EBs of each group); 标尺 ，200hm (scale bar, 200um); B: RT-PCR 检测 EB 中 各 胚层 标记 表 
达 情 况 ，GAPDH 作为 内 参 (expression of markers of each germ layer in EBs were detected by RT-PCR. Amount of GAPDH is shown as a loading control). 

Soxl, Nestin, Tubb3, 神经 外 胚层 标记 (neuroectodermal marker); Brachyury, Goosecoid, 中 胚层 标记 (mesoderm marker); Sox7, PY JEt it (endodermal 
marker); Cdx2, #4784 etn icl(trophectoderm marker). RH1, RH2, RH3, RH4, RH5 分 别 为 由 rhl， rh2, rh3, rh4, rh5 形成 的 EB (RH1, RH2, RH3, 
RH4, RHS represent EBs formated from rh1, rh2, rh3, rh4, rhS respectively). 





成 分 。 但 是 ， 使 用 饲养 层 的 ESC 培 养 体系 还 存在 一 
些 问 题 , 如 不 同 来 源 的 饲养 层 塔 养 效 果 不 一 致 (Li et 
al,2005a) 等 。 本 实验 室 Li et al(2005a) 发 现 FGF2 的 
表达 量 在 支持 独 猴 ESC 和 后 长 的 饲养 层 中 比 不 支持 猕 
猴 ESC 生 长 的 饲养 层 中 蜗 得 多 , 暗示 ESC 的 生长 能 
力 可 能 与 饲养 层 中 FGF2 表 达 量 高 低 有 重要 关系 。 本 
研究 结果 证 实 FGF2 对 RhESC 的 增殖 有 明显 的 促进 
作用 (图 3)。Wang et al (2005a) 报道 FGF2 信 号 通 
路 在 保持 人 和 小 女 ESC 的 生长 和 上 自我 更 狐 过 程 中 也 
发 挥 着 重要 作用 。 FGF2 可 通过 MEK1/ERK 信 号 通路 
上 调 下 游 原 癌 基 因 c-fos 的 表达 ， 从 而 促进 和 人 ESC 的 
增殖 和 自我 更 新 (Kang et al, 2005); FGF2 也 可 能 
通过 激活 PI3K/AKktPKC 信 号 通路 ， 引 起 胞 外 基质 
Cintegrina6/B1) 的 大 量 表达 ， 从 而 维持 人 ESC 的 自 
REX (Kim et al, 2005)。 我 们 的 结果 进一步 发 现 
人 及 在 入 上 培养 的 RhESC 高 表达 与 细胞 增殖 相关 的 
基因 c-fos (图 1B，3C)， 并 且 人 上 的 RhESC 的 AKT 
磷酸 化 水 平 升 高 (图 3B)。 因 此 ，FGF2 也 可 能 通过 
上 述 两 个 信号 通路 维持 RhESC 细 胞 增殖 及 自我 更 



































新 。 

据 报 道 TGF-B1 和 BMP4 作 为 TGF-B 超 家 族 成 
员 , 能 抑制 ESC 分 化 , 并 保持 ESC 的 目 我 更 新 《Ying 
et al, 2003; Brandenberger et al, 2004; Qi et al, 2004; 
Jame et al, 2005). TGF-f1 activin A 通过 激活 
SMAD2/3 K BH 1E A ESCH 214 (Valdimarsdottir et al, 
2005; James et al, 2005; Amit et al, 2004; Vallier et 
al, 2005), INHBA 是 组 成 activin AHJ WE (Pang et al, 
1982); 而 BMP4 通 过 SMAD 1/5/8 信 号 通路 启动 ESC 
[A] #435 J (trophoblast) 或 原始 内 胚层 (primitive 
endoderm) 分 化 (Xu et al 2002; Pera et al, 2004). 
Greber et al (2007) 认为 外 源 和 目 分 泌 的 FGF2 可 调 
节 TGFB 受 体 的 表达 ， 以 维持 OCT-4、NANOG 和 
SOX2 的 表达 ， 进 而 激活 内 源 FGF2 的 表达 ， 形 成 循 
环 反 馈 ， 促进 入 ESC 的 目 我 更 新 。Xu et al (2005b) 
发 现 FGF2 能 够 和 BMP 持 抗 剂 Gremlin(Greml) 一 起 
使 用 加 强 对 BMP 信号 的 抑制 作用 ， 并 且 维 持 人 ESC 
的 增殖 。CER1 (Ceberus 1，Nodal 和 和 BMP 的 持 抗 剂 》 
在 ESC 中 大 量 存在 ， 对 维持 ESC 的 未 分 化 状态 具有 
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一 定 作 用 (Belo et al, 2000; Bhattacharya et al, 
2004)。 此 外 ，TGF-pB2 也 被 认为 对 人 ESC 的 增殖 有 
一 定 的 作用 (Chen et al, 2006). 
经 RT-PCR 检 测 , 我 们 发 现在 MESF 中 内 源 FGF2 

可 影响 TGF-B 信 和 号 通路 , 促进 TGF-B 家 族 的 TGF-B1、 
INHBA、Gremlin1 表 达 ， 抑 制 TGF-Bp2、BMP4 表 这 

(图 1C)。 在 高 表达 FGF2 的 饲养 层 上 的 RhESC 的 生 
长 速度 明显 加 快 , 低 表 达 FGF2 的 饲养 层 上 的 RhESC 
生长 则 比 对 照 组 慢 (图 2B)。 对 RhESC 的 基因 表达 
检测 发 现 TGF-B1，INHBA 和 Gremlinl1 在 rhl 中 高 表 
达 ， 在 rh3 中 低 表 达 ; BMP4 和 TGF-B2 在 rhl 中 低 表 
iA, 在 rh3 中 高 表达 (图 3A、C), 表明 旁 分 泥 的 FGF2 
也 能 够 促进 Oct-4、Sox2、Nanog、TGF-B1、INHBA、 
Gremlin1 和 内 源 FGF2 的 表达 ， 对 BMP4 和 TGF-pB2 表 
达 有 抑制 作用 。 而 rh1 的 Akt 磷 酸化 水 平 〈 图 3B) 和 
c-fos〈 图 3C) 的 表达 上 调 说 明 ESC 的 增殖 确实 受到 
调控 。 上 述 结 果 表 明 FGF2 可 通过 激活 MEK1/ERK 
言 号 通路 促进 细胞 增殖 ， 并 通过 调控 TGF-B 信 和 号 通 
路 (主要 是 作用 于 TGF-B1) 实现 对 猕猴 ESC 的 自我 
更 新 。 

研究 表明 自分 泌 的 FGF2 信 号 也 能 够 维持 人 

ESC 的 目 我 更 新 (Dvorak et al, 2005). Greber et al 

(2007) 认为 外 源 和 上 自分 泌 的 FGF2 通 过 调节 TGF-B 
受 体 信 号 维持 OCT4，NANOG 和 SOX2 的 表达 ， 进 
而 激活 内 源 FGF2 的 表达 ， 形 成 循环 反馈 ， 促 进 人 
ESC 的 自我 更 新 。 另 外 ，SMAD2/3 的 激活 可 能 导致 
NANOG 的 上 调 (Chambers et al, 2003; Mitsui et al, 
2003)。 过 表达 NANOG 香 白 可 使 猴 ESC 在 无 饲养 层 
条 件 下 维持 自我 更 新 ， 而 对 NANOG 进 行 RNA 干 扰 
会 导致 ESC 回 滋养 外 胚层 分 化 (Yasuda et al, 2006). 
NANOG 能 够 与 SALL4 形 成 SALL4-NANOG 复合 
体 ， 通 过 结合 不 同 的 局 动 子 位 点 对 ESC 中 许多 基因 
进行 转录 调节 ， 并 以 目 有 反馈 体 机 制 调 节目 喘 的 基因 
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表达 (Wu et al, 2006)， 这 与 OCT4-SOX2 复 合体 
(Chew et al, 2005) 功能 类 似 。OCT-4、NANOG 和 
SOX2 在 人 ESC 中 形成 转录 调节 的 核心 , 局 动 数 白 个 
目的 基因 的 转录 (Boyer et al, 2005)。 本 研究 发 现 
FGF2、Oct-4、Sox2 和 Nanog 在 rhl 中 高 表达 ， 在 rh3 
中 低 表 达 〈 图 3A、C)， 表 明 饲 养 层 中 的 FGF2 对 猕 
猴 ESC 的 Oct-4、Nanog、Sox2 以 及 ESC 的 内 源 FGF2 
可 能 存在 正 反馈 调节 机 制 。 

虽然 改变 FGF2 在 饲养 层 中 的 表达 对 ESC 的 多 
潜能 性 维持 无 影响 ， 但 对 其 分 化 效率 有 一 定 影响 
《图 4B )。 不 同 组 的 EB 均 表达 代表 各 个 胚层 的 标 
记 ， 但 RHI1 的 各 标记 表达 量 都 有 所 下 降 。 然 而 ，EB 
的 数量 在 统计 学 上 并 没有 显著 差异 〈 数 据 没 有 显 
示 )。 但 RH1 生 长 速度 更 快 ， 数 量 更 多 ， 因 此 实际 上 
的 EB 形 成 率 比 其 他 各 组 低 。 我 们 推出 FGF2 在 促进 
ESC 生 长 的 同时 ， 也 延缓 了 ESC 的 早期 分 化 速度 ， 
使 过 表达 饲养 屋 上 的 ESC 分 化 出 的 EB 相 对 数量 较 
少 。 将 来 还 需要 对 这 些 EB 进 行 更 长 时 期 的 分 化 培 
养 ， 对 分 化 的 细胞 进行 更 全 面 的 检测 ， 以 了 解 ESC 
分 化 为 各 种 细胞 的 多 潜能 性 的 具体 变化 过 程 。 


本 研究 通过 对 不 同 FGF2 表达 量 的 MESF 饲养 
层 培养 的 独 猴 ESC 的 研究 ， 结 果 表 明 饲 养 层 的 
FGF2 对 猕猴 ESC 的 增殖 有 重要 影响 。 提 高 饲养 层 
FGF2 表达 可 以 调节 FGF 和 TGF-B 信号 通路 的 相关 
IF ik, WOR ESC 的 FGF 和 TGF-B 信号 通 
路 ， 促 进 细 胞 增殖 。 本 研究 结果 将 为 改进 ESCs 的 
培养 条 件 和 深入 了 解 ESCs 的 生物 学 特性 提供 重要 
参考 。 
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